


























Cloning of STAM2, a STAM homologuos mole-
cule, and its association with the J'anus Kinases.
 (Jak キナーゼと会合 しサイ トカイ ンシグナル伝







                研究目的
 IL2 シグナ ル伝達系では刺激後 Jakl 及び Jak3 が活性化され, 少なくとも Jak3 は細胞増殖に
 必須である。 Jak3 下流のシグナルは, (1) Shc-Grb2 を介して Ras/Raf/MAP キナーゼから c-fos
 /c-jun 発現へ至る経路, 〔2) Jak3-Stat5 経路, (3) Jak3-c-myc 発現誘導経路が知られている。
 c-fos/c-jun 発現あるいは Stat5 の活性化が起こらなくても, IL-2 刺激による DNA 合成は促進さ
 れることから, (3) の経路がDNA 合成に関与することが示唆されてきた。 当教室では, Jak3 の
 基質と考え られる STAM をクローニングし, STAM が IL-2 及び GM-CSF 受容体からの DNA
 合成や c-myc 発現誘導に関与していること, また, STAM の SH3 ドメイ ンに会合する AMSH
 が c-myc 発現誘導に関与している可能性を報告してきた。 今回, STAM には, 類似した分子が
 存在することが分かり, その分子の cDNA 遺伝子を単離 し, STAM との機能的な異同を調べた。
                方法及び結果
 EST 上か ら, STAM の DNA 配列と相同性の高い配列を得, それをプローブに PHA-PBL の
 cDNA ライブラリーをスクリーニングし, 3.9kbの cDNA クローンを単離した。 これは SH3 ド
 メイ ンと ITAM を有するアミノ酸数 525 の STAM 相同分子であり, STAM とのアミノ酸 レベル
 でのホモロジーは 50.1%であった。 3.9kbc DNA ク・一ンを STAM2 と命名とした。 また,
 STAM を STAM1 と名称を変更した。
 ノーザンブロット及びウェスタンプロットより STAM2 は, STAMl と同様に, 調べた組織,
 細胞においてubiquitousに発現していた。 また, sTAM2 は, IL-2, GM-csF, EGF, PDGF
 の刺激によりチロシンリ ン酸化を受け, 刺激後5分から検出され 30 分で消失した。
 また, STAM2 は, Jak ファミリー分子のうち Jak2 と Jak3 にのみリガン ド刺激非依存性に会
 合した。 その会合様式には STAM1 と STAM2 の ITAM と Jak3 の JH7 領域が関与した。
 次に STAM1 と STAM2 の ITAM はどちらも Jak3 の JH7 領域に会合したことか ら, Jak3 に
 対する STAM1 と STAM2 の会合に競合が見られるかを 293丁 細胞の overexpression の系で検討
 した。 STAM1 の存在下では, STAM2 とJak3 の会合が阻害された。 即ち, STAMl と STAM2
 とは, Jak3 への会合に関 し, 競合することが示された。
 様々なIL-2 レセプターβ鎖 (野生型 (WT), acidic reglon-deletion mutant (dA), Box l
 mutan“P257S/P259S;79S), serine-rich-region-delet1on muta航 (dS)) を導入した MOLT4
 細胞を IL-2 刺激した際, STAM2 は, STAM1 と同様に MOLTβ一dS 細胞においてチロシンリン
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 酸化を受けなかった。 この事から, IL-2細胞内シグナル伝達経路において, STAMl と STAM2
 が共に Jak3 の直下に存在 し, かっその基質になっており, DNA 合成, 細胞増殖に関与してい
 る可能性 が示唆された。
 マウスプロB細胞 BAF-BO3 に IL-2 レセプターを再構築した系を用いて, IL-2 及び GM-CSF
 刺激による DNA 合成 (3H-thymidine uptake を測定) への STAM2 の関与を検討した。
 STAM2-SH3 領域欠失変異体は, STAMl-SH3 領域欠失変異体同様, dominant negative に作用
 した。 しかしながら, 同様の系で STAM1-SH3 領域欠失変異体と STAM2-SH3 領域欠失変異体
 との dominant negative 効果を比較したところ, それらは, 相加的な dominan七 negative 効果
 を示 し, 相乗的効果はみられなかった。
 さらに, マウスプロB細胞 BAF-BO3 に IL-2 及び GM-CSF レセ プターを再構築した系におけ
 る IL-2 及び GM-CSF 刺激による c-myc 発現誘導は, STAM1 の場合と同様に, 野生型 STAM2
 の発現時のみ認められた。 従って, 王L-2 及び GM-CSF 刺激による c-myc 発現誘導には, STAM2
 の SH3 領域及び ITAM 領域が必要であることが示唆された。
 以上から, STAM2 は, STAM1 同様に, IL-2 及びGM-CSF の細胞内シグナル伝達経路におい
 て受容体か らの DNA 合成や c-myc 発現誘導に関与 していることが示された。
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 審査結果の要旨
 γc鎖は IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 の各サイ トカイ ンの共通受容体サブユニッ トであり,
 γc鎖変異によってX連鎖重症複合免疫不全症 (X-SCID) が発症する。 γc 鎖は細胞内領域に
 Jak3 チロシンキナーゼを会合させ, Jak3 活性化を介して, 細胞内ヘシグナルを伝達する。 Jak3
 変異によっても XSCID と同様な Jak3-SCID が発症することが知られている。 これら X-SCID や
 Jak3-SCID では丁細胞, NK 細胞, 成熟B細胞の欠損がみられることから, γc鎖/Jak3 を介す
 るシグナル伝達がリンパ球の発生・分化・増殖に必須であることが分かっている。 本研究では,
 γc鎖/Jak3 を介するシグナル伝達経路を解明する目的で, Jak3 の基質分子を同定単離し, そ
 の機能を解析した。 これまでに Jak3 基質分子である新規分子 STAMl を単離していたが, 今回,
 EST データベースから STAM1 類似分子 STAM2 を単離 し, その機能を STAM1 と比較解析し
 た。
 その結果, 構造的にもSTAM2 はSTAM1 と類似 し, SH3 領域, ITAM 領域, C末側チロシン
 クラスター領域を有していた。 STAM2 は STAM1 と同様に, ITAM 領域を介して, Jak3 や
 Jak2 と会合 し, IL-2 や GM-CSF 刺激によってチロシンリン酸化を受けた。 また, Jaks への会
 合において, STAM2 は STAMl と競合することも明らかになった。 STAM2 の SH3 領域欠損変
 異体は STAMl の SH3 領域欠損変異体の場合と同様に, IL-2 や GM-CSF 刺激による細胞増殖を
 抑制することが分かった。 また, この抑制は STAM1 と STAM2 の SH3 領域欠損変異体を同時
 に発現させることによって増強された。 さらに, IL-2 や GM-CSF 刺激による c-myc 発現誘導も
 STAM1 と同様に, 野生型 STAM2 の過剰発現によって増強することが分かった。 以上の結果か
 ら, STAM1 と STAM2 は共にγc鎖/Jak3 あるいはβc 鎖/Jak2 の下流のシグナル伝達に関わ
 り, それらは互いに代償作用を有 している可能性が示唆された。
 本研究は, リンパ球の発生・分化・増殖の制御に関わる新たなシグナル伝達分子の遺伝子単離
 とその機能解析を行ったものであ り, 学位授与に値する概究成果である。
 一4一
